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型 タ ンパ ク 質1)であ り,Wntタ ンパ ク お よ び
Bone　morphogenic　protein(BMP)のア ンタ ゴニ
ス トと しての作 用 してい る。 すなわ ちectodinは
Sclerostin-encodingドメ イ ンを有 す る ことか ら,
Wntシ グナル のco-receptorであるLRP6に結合
してWnt1,　Wnt3aやWnt10bなどの リガ ン ド
のLRP5/6への 結合 を阻 害 してWntシ グ ナル を
抑 制 す る こ と が 知 ら れ て い る2,3)。そ の た め
ectodinはWntと もに 多 くの 組織 に 発現 して
お り,発 生初 期 において は外 胚葉 の表層4),鰓弓5),
毛 嚢6)や腎臓7)などにみ られ 組織,臓 器 の形態 形
成 に関与 してい る。 また,歯 胚 において も歯 数や
咬頭 の数の決定 因子 と して注 目 されてい る1)。
　 一方,成 体 の歯 髄組 織 に おいて もWntシ グナ
ル はdentinogenesisに重 要 な役 割 を果 た し,象
牙芽細胞 の分化 を調節 して修 復象牙質 の形成 に深
く関与 す るた め1,3,5),齲蝕 や破 折 な どに よ り損傷
を 受 け た 歯 髄 の 再 生,回 復 を図 るvital　pulp
therapy開発の手 がか りに なる と思わ れ る。 これ
まで にYokoseら8)はWntシグナル の最終 過程 で
機能 す るLef-1が象 牙芽細胞 の分 化 を促進 す る こ
とを示 してお り,門 倉 ら9)は歯髄 細胞 に塩 化 リチ
ウム(LiCl)を作 用 させ,β-cateninのプ ロテ ア
ソー ムに よ る分 解 を阻害 す る と,Wntシ グ ナル
の カスケー ドで あ るカノニカル経路 が活性化 され
て,歯 髄 細胞の象牙 芽細胞 への分化 が抑 制 され る
ことを明 らか に してい る。 門倉 らは さらに,象 牙
質 ・歯髄 複合体 が傷 害 を受 けた際 の修 復象牙質形
成 に もWntシ グ ナルが 関与す るこ とを報 告 して
い る9)。そ れ とと もに門 倉 らの報 告9)は,Wntの
ア ンタゴニス トであるectodinの発現が β-catenin
の核 内蓄 積 で生 じ,Wntシ グ ナル を抑 制 す る こ
と を示 唆 して い る。 しか しな が ら,ectodinが
Wntシ グナル を抑 制 して象牙 芽細 胞 の分化 を調
節す る ことにつ いての詳細 は,未 だ解 明 され てい
ない。
　本研究 において は今後 のvital　pulp　therapy開
発 の手が か りを得 るため に,ectodinが歯髄 細胞
の象牙芽細胞 への分 化 にいかな る影響 を及ぼ して
いるかを調べることを目的として,ラ ッ ト切歯か
ら分離 した培養歯髄細胞を用いた実験 を行った。
　 1.細 胞 分 離
　 歯 髄 細 胞 の 分離 な らび に培 養 は,Yokoseら10)
の 方 法 に従 って 行 った 。 す な わ ち5週 齢 の 雌
性Sprague-Dawley(sD)ラッ ト5匹 か ら,イ ソ
フル ラ ン麻 酔下 に下顎切歯 を摘出 し,そ の後,無
菌的 に切 歯 を分 割 して歯髄組織 を採取 した。本研
究 は奥羽 大学動物 実験委員会規 定 および に明海大
学動物実験 委員会規 程 を遵守 し,両 大 学の動物実
験 委 員 会 の承 認 を得 て か ら行 った。 採集 した歯
髄 組 織 は1mm角 に 細 切 し た の ち,0.1%
collagenase,0.05%trypsin,　4mmol/l　EDTA-
2Na(い ず れ も和 光 純 薬,大 阪)添 加10mmol
phosphate　buffered　saline(PBs,ニッス イ製薬,
東 京)か らな る酵 素 液3mlを 入 れ た コニ カル
チ ューブ(Falcon　Labware,　NJ,　UsA)の 中に
投 入 した。 その後,コ ニ カル チ ュー ブを37℃で
20分間震 盪 してか ら,細 胞 を含 む酵 素液 を回収,
遠 心分離 して細胞 を集 め た。 その後,再 び新 しい
酵素 液 をコニ カル チュー ブに加 えて同様 の処 理 に
よ り細胞 を回収 した。 この細胞 回収の行程 を6回
繰 り返 した。 分 離 した歯 髄 細 胞 を37℃,5%
CO2環境下 で,直 径150mmプ ラスチ ックシ ャー
レ(Falcon　Labware,　NJ,　UsA)にて10%仔牛血
清,ペ ニ シ リンGカ リウム(100IU/m,明治 製薬,
東 京),お よび硫酸 ス トレプ トマイシ ン(100μg/ml,
明 治 製 薬)を 添 加 し た α-minimam　essential
medium(α-MEM培 地,　Gibco　Laboratories,
NY,　USA)で培 養 した。 細胞 がsubconfluentに
達 した と こ ろ で,0.05%trypsin,4mmol/l 2
Na　EDTAを 含 むPBS酵 素 液 で細 胞 を剥 離,分
散 して回収 した。
　 2.細 胞 培 養
　 分 離 採 集 した歯 髄 細 胞 を6-multi　well　plate
(Falcon　Labwar,　NJ,　UsA)に4×105　cells/well
の細胞 密 度 で播 種 し,10%仔 牛 血清,1mmol/l
β-グ リセ ロ リン酸(和光純 薬),お よび50μg/ml
の アスコル ビン酸(和光純薬)を添 加 した α-MEM
培地 で37.0℃,5%CO2環境下 で20日間培養 した。
なお,培 養液 は2日 ごとに交換 した。
　 3.塩 化 リチウム(LiCl)の添加
　 実験 群(LiCl群)の 細 胞 は,培 養 開 始後3日
目か ら5日 目にか けて培 養液 にLiCl(和光純 薬)
を10mmol/lの濃度 で添加 して培養 し,そ の後は
LiClを含 まない培 養液 で 培養 した。対 照群 の細
胞 はLiClを含 ま ない培養 液 で培養 した。 おのお
の培地 は2日 ごとに交 換 した。
　 4.ア ル カ リホ ス フ ァタ ー ゼ(ALP)染 色 と
　　 von　Kossa染色
培 養細 胞 の石灰 化状 態 につ い てALP酵 素 組織
化 学 的染色 お よびvon　kossa鍍銀 染色 で 二 重染
色 を行 い検 討 した。6-multi　well　plateにて培
養 した各細胞 をPBsに て洗浄 した後,た だ ちに
室 温 で10%中 性 ホル マ リン にて5分 間 固 定 し,
再 びPBsに て 洗 浄 して か らnaphthol　AS-MX
phosphate(sigma,　MO,　UsA)とfast　blue　BB
salt(sigma,　MO UsA)を含 む反応 液 を室温 で
20分間 反応 させ た。 その後,細 胞 を蒸 留 水 で洗
浄 し,日 光 を照射 させつ つ5%硝 酸 銀水 溶 液 と
20分間室 温 で反 応 させ た後,5%チ オ硫 酸 ナ ト
リウム水溶液 と2分 間反応 させ,そ の後再度蒸 留
水で水洗 してか ら,顕 微鏡 で観察 した。
　 5.リ アル タイム定量 的PCR法
　 6-multiwell　p ateの各 細胞 のtotal　RNAを,
EASY　Prep　RNA　Kit(タカ ラバ イオ,東 京)に
よ り抽 出 し,残 存 ゲ ノムDNAの 分解 除去 のため
にDNase　1(タカ ラバ イオ)に て処理 した。その
後,RT-PCR　kit(タカ ラバ イオ)を用 いて,逆 転
写 酵素 とラ ンダム プ ライ マ ーにて500ngのtotal
RNAか らcDNAを 合成 し,次 いでcDNAを 鋳型
とした リアル タイムqPCRを 行 った。プ ライマー
濃 度 はsYBER　Green　Premix(タカ ラバ イオ)
12.5μl中2.5pmolとし,最 終 的 には25μlで反応
させ た。SYBER　Green　PCR増 幅 と リアル タ イ
ムの蛍光 検出 には,smart　Cycler　system(タカ
ラバ イオ)を 用い た。PCR反 応 は,95℃,5秒 間,
60℃,25秒間 のtwo-step　methodにて40サイ ク
ル行 った。 なお,各 遺伝 子発現 に関す る標準化 は
β-actinを内部対 照 と した。 各 プ ラ イマ ーの塩












TGA　CGA-3',5'-TGT　A G GTC　CCA ACG　GTA
CAA-3';βactin:5'-TGA　CAG　GAT　GCA
GAA　GGA　GA-3',5'-TAG　AGC　CAC　CAA　TCC
ACA　CA-3'。これ らの プ ライ マ ー を用 い て,そ
れ ぞれのmRNAに 対す る特異 的 なcDNAの 定 量
を行 い 内部 標 準 と して 用 い た β-actinに対 す る
cDNAの 相 対 量 と して補 正 した。 培 養5,10,
15,20日目 にPCRの た め の 試 料 採 取 を 行 い,
PCR産 物 の融解曲線 の分析 によ り,単一 ターゲ ッ




DNA;タ カ ラ)を 用 いて 行 い,タ ーゲ ッ トとな
る塩 基配列 は5'-GGA　TCG　AAA　TAG　TCG　AGT
T-3'とした。製作 したvectorを培養5日 目に培
養 歯髄細胞 に対 してGene　PulserXcell(Bio-Rad
社製,CA,　USA)を用いたエ レク トロポレーション
法で導入 した。導 入条件 はマニ ュアル の通 りとし
た(square　wave,15msec　100V)。なお,knock　down
の対 照 群 と して非 発現 性 の コ ン トロールvector
を用 いて同様 に培養細胞 に遺伝 子導 入 した。遺伝
子導 入 後直 ち に6-multi　well　plateに細 胞 を播
種 し,そ の後20日間培 養 して か ら実験 に用 い た。
Knock　downの効果 は遺伝 子導入後7日 前後 に見
られ る8)ことよ り,培 養5日 目のectodin　mRNA
の発 現量 を測 定 した。
　 7.統 計 学的分析
　 統 計 学 的 分析 に はUnpaired　t-testを用 い,














現が減少 した(図3a)。これ と同様 にβ-catenin
のmRNAも 培養10日目に発現のピークがみ られ,
その 後次 第 に減 少 した(図3b)。　Ectodinとβ-
cateninのmRNA発現 が 最 も多 くみ られ た培 養
10日目において,実 験群 のectodin発現量 は対照
群 の発現量 の約2倍 で あった(図4a)。また,β-
cateninのmRNAの発 現 量 も対 照群 に比較 して
約30%増 加 して いた(図4b)。
　 2．　Ectodinのknock　downが象 牙芽 細胞様 細
　　 胞 に及 ぼす影響
　 Ectodinをknock　downして5日 間培養 した歯
髄 細胞 に お け るectodinとβ-cateninのmRNA
発現 を図5に 示 す。Ectodinをknock　downした
細胞 でのectodin発現 はknock　downしてい ない
細胞 と比較 して約15%に 抑制 され てお り,knock
down効果 が確 認で きた(図5a)。この ときの β-
cateninのmRNAは非knock　down細胞 に比較 し
て有 意 に増 加 して い た(図5b)。 一方,　ectodin
knock　down後20日目に お け るDsPPのmRNA
発 現 量 は 非knock　down細胞 に比 較 して 約40%
に抑制 されて お り(図5c),　von　kossa染色 で は
ectodinをknock　downし た20日後 の 細 胞 は 非
knock　down細胞 に比較 して石灰 化結 節の個 数が




髄 の再生 過程 に も重 要で ある ことが解 明 され て き
た8,9,13)。Wntシグナルの カス ケー ドにはカ ノニ カ
ル経 路(β-catenin経路)と 非 カ ノニ カル経 路
(PCP経路 とCa2+経路)が あ る。門倉 ら9)はWnt
シグ ナル の うち古典 的 なカスケ ー ドであ るカノニ
カル経路 が象牙芽細胞 の分化 に重要 な役 割 を果 た
して お り,歯 髄 培養 細胞 とLiClを用 いた実 験 か
らカノニカル経路 には ネガテ ィブフ ィー ドバ ック
機 構 があ る可能 性 を示 し,そ の機構 にectodinが











細胞分化 との関係 を調べ るために,β-catenin
の リン酸を抑制するLiClを添加 したところ,象
牙 芽細 胞 の初 期 分 化 マ ーカ ーで あるALPの
mRNA発現,最 終分化マーカーである石灰化結
節 の 形 成,な ら び にDsPPお よ びBGPの
mRNAの発現 がいずれ も低下 した ことから,象
牙芽細胞への分化が抑制 され たことが明 らかに
なった。LiClはGsK3βを阻害す ることによっ
て β-cateninのリン酸化 を抑制 し,プ ロテアソーム
に よるβ-cateninの分解 を阻害 して,β-catenin
の核 内蓄 積 を亢進 させ るこ とが知 られて い る14，15)。
す なわちLiCl添加 に よ りWntシ グナル のカ ノニ
カル経路 が活 性化 した状 態が維持 され る。
　 Wntの カ ノニ カル 経 路 の活性 化 は象牙 芽細 胞
の 分 化 を抑 制 す る こ とが 明 らか に され て い る。
schellerら19)はβ-cateninを培 養 歯 髄 細 胞 に強
制 発現 させ,Wntシ グナル を活 性 化 す る と象牙
芽細 胞の分化 マー カーで あるDsPPのmRNAの
発現 が低 下 して,石 灰 化結 節の形成 が抑 制 され る
と報告 してい る。一方,Limら20)はWnt　chaperon
proteinであるwntlessの発 現 を低 下 させ てWnt
シグナル を抑制 した トラ ンス ジェニ ックマウス を
調べ た ところ,歯 髄 腔 の狭 窄や象牙 質の形成 が亢
進 す る こ と を報 告 して い る。 これ らの 報 告 は
Wntシ グナル の カ ノニ カル 経 路 を活性 化 す る と
象牙 芽細胞 分化 が抑制 され るこ とを示 して お り,
本研究 でLiClを添加 してWntシ グ ナル を活性化
した ときに象牙芽細胞様 細胞 の分化 が抑 制 され た
結果 を支持す る もので ある。
　 硬 組織 形成 におけ るWntシ グ ナル の影響 は骨
芽細胞 で も研究 されてい る。van　Buchem病で報
告 され てい るよ うにWntシ グナル の活 性 化 によ
り骨 芽細 胞 に よ る骨 形成 は亢 進 され,骨 硬 化症
(sclerosteois)を示す16)。さらに培養骨 芽細胞 に
お いてWnt1やWnt3aと い った カ ノニ カル 経路
を活性化 す る リガ ン ドは骨芽細 胞へ の分化 を亢進
させ る こ と を報 告 して い る17,18)。しか しな が ら,
象牙芽細 胞分化 に対す るカ ノニ カル経 路の作 用 と,
骨芽細胞 分化 に対 す るそれ とが異 な る理由 につ い
て は未 だ解明 されて お らず,今 後 の研究 が必 要で
ある。
　EctodinにはBMPと 結 合 す る 性 質 が あ り,
sosTド メ イ ンが含 まれて い る ことか ら,　BMP
と複合 体 を形 成 したectodinはLRP4に結合 して
Wntカ ノニ カル経 路 を阻害 す る ことが知 られ て
い る1,5,21)。つ ま りectodinはsclerostinと並 ん で
Wnt1,3a,10bのシ グナル の ア ン タゴニ ス トに
な って い る9,22～24)。門倉 らはLiCl添加 に よ り β-
cateninのリン酸化 が抑 制 され るこ とを示 してお
り,こ の こ とはβ-cateninのプ ロテ ア ソ ー ムで
の分解 が抑制 されてい る ことを示唆 してい る。本
研 究 で は さ ら にLiCl添加 に よ りβ-cateninの
mRNA発 現 が亢 進す る ことが明 らかに な った こ
とか ら,LiCl添加 の よ りβ-cateninの核 内蓄 積
が起 きてい る と考 え られ る。 これ に よ りカ ノニ カ
ル経 路の活性 化が引 き起 こ され てい ると考 えられ,
この時ectodinのmRNA発現 が亢 進 した。これ は,
LiCl添加 によ るWntシ グ ナル の異常亢 進 に対 応
す るectodinによ るネガテ ィブ フィー ドバ ック機
構 が象牙芽細胞様細 胞 に存 在す る ことを示 唆 して
い る。 事 実,門 倉 ら9)によ って も同様 にLiCl添
加 後 に象牙 芽 細胞 様 細胞 で のectodinのmRNA
発 現 が亢 進 す る こ とが報 告 され て い る。 さ らに
ectodinが象牙芽細 胞 分化 に どの よ うに影 響 して
い る か を具体 的 にす る ため にectodinに対 す る
siRNAを作 製 し,　ectodin発現 のknock　downを
行 った。 ここで重要 な ことは,本 研究 に用 いた発
現vectorはマ ウスのU6　promotorを用 いた もの
で,こ の方法 によ るknock　down効果 は遺伝子導
入後7日前 後 にみ られ ることで ある8)。本研 究 にお
け る培 養5日 目のreal　time　PCRの 結 果 か ら,
ectodinのmRNA発現 がsiRNAに よ りknock
downされ たこ とが確 認で きた。
　 Ectodin　k ock　down細胞 の 培 養20日後 に は,
象 牙芽細胞 の,最 終分化 の指標 であ る石灰化 結節
やDSPPの 発 現 が 明 らか に抑 制 され て いた。 こ
れ はectodinによ りWntシ グ ナ ル が抑制 され て
い た が,knock　downに よ りectodinがWntシ
グナル を抑制 す る効果 が な くな りWntシ グナル
の活性 化状態 が継続 し,そ の結果象牙 芽細胞 の分
化 が抑 制 され た と考 え られ る。Ectodinをknock
downされた歯髄細 胞 は培養5日 目に おいて,興
味 あ ることに β-cateninのmRNA発現量 が対照
群 に比 較 して 増 加 して い る。 これ は 明 ら か に
Wntシ グナル の カ ノニ カル経 路 の活 性化 を示 し
て い る。 一 般 に,Wntは 主 に オ ー トク ライ ン,
パ ラクラインで働 くことが知 られ てい る21)ことか ら,
培 養 歯髄細 胞 がWntリ ガ ン ドを産生 して い ると
考 え られ る。
　 Ectodin発現 が培 養10日目とい う分 化初期段 階
で一過性 に上昇す るこ とと,shRNAのtransient
な作 用 か ら考 え る と,ectodinのWntシグ ナ ル
抑制 作用 によ る象牙芽細胞 の分化 調節機 構 は分化
の比 較 的初期 段階 で作 用 して い ると考 え られ た。
Limら20)は象 牙芽細 胞 におい てWntシ グナル が
Runx2を誘 導 し,　dentin　sialoproteinの発 現 を
抑制す ることで,象 牙芽細胞 分化 を抑 制す るメカ
ニズ ム を明 らかに してい る。 お そ らく本研 究 でみ
られたectodinの作 用 も,　Wntシグナルに よる
Runx2発現 に影響す ることによ り象牙芽細胞 の
分化を間接的に調節していると考えられる。 しか













Wnt/β-catenin経路の亢進 に対 してのネガテ ィ
ブフィー ドバ ック機構の存在が示唆 された。
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